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1. Összefoglalás 
 
 
A karnitin egy ubikviter vízoldékony molekula, mely elsődleges fiziológiai 
szerepét a hosszú szénláncú zsírsavak égetésében és, ezáltal, a ketogenézisben fejti ki, de 
emellett számos más anyagcsere- és sejtfunkciója is ismert. A humán szervezet főleg a 
táplálkozással biztosítja megfelelő karnitinszintjét, bár ismert, hogy valamilyen fokú 
endogén szintézis is történik. A sejtekbe aktív transzport segítségével, egy jelentős 
plazma/szövet grádienssel szemben kerül a karnitin. 
A magas affinitású humán karnitin transzporter génjének (SLC22A5) direkt 
mutációi primér karnitinhiányhoz vezetnek, mely betegség elsődlegesen a szív, a máj és a 
harántcsíkolt izomzat érintettségével jár, de a fenotípus rendkívül széles variabilitása is 
előfordulhat. Munkánk során primér karnitinhiányos magyar roma családokat 
vizsgáltunk, melyekben egy családon belül is különböző klinikai megjelenést, valamint 
újdonságként, igazoltan SLC22A5 mutációval társult hirtelen bölcsőhalál eseteket is 
találtunk. A talált szervi eltérések részletes szövettani jellemzése új adatokkal 
gyarapította a meglévő irodalmat. 
A bölcsőhalálban elhunyt gyermekek nyirokszöveteinek részletes elemzése 
lehetővé tette a karnitin klasszikus anyagcsere-szerepétől eltérő sejtfunkciójának 
vizsgálatát, és fényt derített az immunválaszban betöltött jelentős közreműködésére. 
Laboratóriumunkban az elmúlt négy évben került bevezetésre a tandem 
tömegspektrometria, mint nagy hatékonyságú új analitikai és diagnosztikus technika. A 
módszer rendkívüli előnyeit kihasználva részletes elemzésnek vetettük alá a karnitin 
homeostasis eltéréseit homozigóta és heterozigóta primér karnitinhiányban. 
Érdeklődésünket kiterjesztettük a karnitin transzporter gének (SLC22A5 és 
SLC22A4) és variánsaik multifaktoriális betegségekben felmerült szerepének 
tanulmányozására is. Az elmúlt évek kísérletes és klinikai vizsgálódásai alapján magyar 
rheumatoid arthritises, Crohn-beteg és colitis ulcerosás betegcsoportban végeztünk 
ezirányú molekuláris genetikai, valamint a karnitin-anyagcsere eltéréseire irányuló 
tandem tömegspektrometriás elemzéseket. 
 
3 
2. Bevezetés 
 
2.1. A karnitin szerepe az emberi anyagcserében 
Az L-karnitin molekula (3-hidroxi-4-N,N,N-trimetilaminobutirát) sajátos 
biokémiai képessége, hogy enzimatikus reakciók segítségével észtereket tud képezni 
szerves savakkal. Klasszikus élettani szerepe is ezen biokémiai képességéből fakad: a 
karnitin regulatórikus szerepet játszik az aktivált hosszú szénláncú zsírsavak citoszólból a 
mitokondriális mátrixba, a β-oxidáció helyszínére történő szállításában. A hosszú 
szénláncú zsírsavak ugyanis sem magukban, sem pedig aktivált, koenzim-A-val 
észterezett formában nem képesek átjutni a belső mitokondriális membránon, szállításuk 
karnitinészter formában történik a karnitin-palmitoiltranszferáz I. enzim (CPTI), a 
karnitin-acilkarnitin transzlokáz (CACT) valamint a karnitin-palmitoiltranszferáz II. 
enzim (CPTII) segítségével. A ketogenézisben betöltött elsődleges szerepe mellett a 
karnitin egyéb anyagcsere-folyamatokban is részt vesz: hozzájárul a sejtekben egy 
megfelelő szabad koenzim-A koncentráció fenntartásához, mely elengedhetetlen számos 
anyagcsere-folyamatban, így a citrátciklusban, ketogenézisben és glukoneogenézisben, 
valamint képes modulálni a részlegesen metabolizált acil-csoportok toxikus hatását. 
Xenobiotikus eredetű (pl. pivalátsav és valproát), valamint az anyagcsere-zavarokban 
felhalmozódó szerves savakkal (pl. propionsav, metilmalonsav stb.) karnitinésztereket 
képezve, visszaállítja a sejt szabad koenzim-A raktárát és eltávolítja a toxikus intermedier 
metabolitokat. Végül a peroxisomális β-oxidáció termékeinek mitokondriumokba történő 
szállításában is részt vesz a karnitin. 
 
1. ábra: A karnitin szerepe a hosszú szénláncú zsírsavak mitokondriális szállításában (Vaz et al., 2002). 
 
2.2. A karnitin egyéb sejtfunkciói 
 
A karnitin klasszikus energiaháztartásban betöltött anyagcsere-szerepe mellett 
felvetődött, hogy számos egyéb sejtfolyamatban is funkcionálisan résztvesz. Több 
kísérletes adat számol be a karnitin immunválaszban betöltött szerepéről, ugyanakkor a 
primér karnitinhiányos betegek klinikai tünettanában mutatkozó fokozott infekcióhajlam 
is arra enged következtetni, hogy a karnitin funkcionális szereppel bír az 
immunfolyamatokban. Emellett számos eredmény demonstrálja a karnitin szerepét mind 
az intrinsic mind az extrinsic útvonalon beindított apoptózis folyamatában. 
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2.3. Primér karnitinhiány 
A karnitinhiány eredete alapján primér- és szekunder karnitinhiányt különít el az 
irodalom. Primér karnitinhiányban elsődlegesen a karnitin szöveti felvétele károsodott, a 
szekunder karnitinhiányos állapotokban a karnitinhiány egyéb kórfolyamat vagy 
körülmény másodlagos következménye. 
Primér karnitinhiányos állapotot, vagy másnéven primér szisztémás 
karnitindeficiencia szindrómát okoznak (OMIM 212140) az SLC22A5 génben 
bekövetkezett mutációk, melyek az OCTN2 karnitin transzporter fehérje funkciójának 
károsodásához vezetnek és autoszomalis recesszíven öröklődnek. A genetikailag 
károsodott vagy hiányzó transzporter nem képes a keringésből felvenni és a sejtekbe 
juttatni a karnitint, így a szöveti karnitinszint jelentősen csökken. Mivel a karnitin renalis 
reabszorpciója is OCTN2-függő folyamat, a vese is elveszti karnitin visszaszívó 
képességét, következésképpen a keringő karnitin mennyisége is nagyon alacsony lesz. A 
keringő és szöveti karnitinhiány miatt károsodik a hosszúszénláncú zsírsavak 
mitokondriális hasznosítása, így energiahiány, éhezés során hypoketotikus 
hypoglycaemia alakul ki. Mivel a szívizomsejtek és vázizomsejtek, valamint a máj- és 
vesesejtek elsődleges energiaforrását éhezés alatt a hosszúszénláncú zsírsavak biztosítják, 
ezen szövetek károsodása a legszembetűnőbb. 
 
2.4. A humán karnitin transzporterek 
Mivel a szöveti karnitin koncentráció 20-50-szerese a plazma karnitin 
koncentrációjának, így a legtöbb szövet aktív transzporttal tartja fenn karnitinszintjét, a 
plazmalemmalis, magas affinitású, Na+-ion függő karnitin transzporter, az OCTN2 
fehérje segítségével. Ez a szállítórendszer felelős a karnitin tubuláris reabszorpciójáért is 
a vesében. Az OCTN2 fehérjét 557 aminosav alkotja, molekulatömege 63kDa. Az 
aminosav szekvencia analízise alapján 12 putatív transzmembrán domain feltételezhető 
strukturájában. (2. ábra). Az OCTN2 transzporter génje, az SLC22A5 gén 
megközelítőleg 30 kb nagyságú és az 5q31-es kromoszómarégióra lokalizálódik. 
Szekvenciája nagyfokú homológiát (75,8%-os) mutat az organikus kationtranszporter 
család egyik korábban megismert tagjával, az OCTN1-gyel (génje az SLC22A4), mely 
szintén képes a karnitin szállítására. Emellett egy másik transzportert is azonosítottak az 
elmúlt évtizedben: az ATB0,+ fehérjét, melyek képes a karnitin szállítására. Az ATB0,+ és 
az OCTN1 fehérje a jelen adatok alapján aspecifikus karnitin szállító fehérjék szerepét 
töltik be az emberi szervezetben. 
  
 
 
2. ábra: Az OCTN2 fehérje feltételezett szerkezete, bal oldalon az N-terminális, jobb oldalon a C-
terminális vég (Amat di San Filippo et al., 2003). 
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2.5. A OCTN2 mutációk klinikai megjelenése 
Az OCTN2 szerepét a karnitin felvételében 1998-ban bizonyították, de a primér 
karnitinhiány fogalmát már korábban is ismerte a szakirodalom. Ma primér 
karnitinhiányos állapotként (OMIM 212140) csak az SLC22A5 génben verifikált 
mutációkkal társult klinikai tünetegyüttest fogadjuk el. 
Az irodalomban eddig prezentált esetekben a kialakuló fenotípust általában a szív, 
a vázizomzat és a máj funkcionális károsodása dominálja, ugyanakkor az eddig közölt 
esetek széles fenotípusos variabilitást mutatnak. A klinikai tünetek megjelenése általában 
az 1-6 éves kor között a leggyakoribb. A szívizomzat és a máj azok a szervek, melyek 
elsődlegesen és csaknem minden esetben, illetve a betegség egy adott stádiumában 
mindig érintettek: teljes manifesztáció esetén cardiomyopathia lép fel, ami általában 
dilatatív jellegű, enyhébb érintettségnél diszkrét EKG- vagy ultrahangjelek jelentkeznek. 
A cardiomyopthia, mint a primér karnitinhiány potenciálisan letális manifesztációja, 
drámai javulást mutat magas dózisú karnitinkezelésre: 100 mg/ttkg/nap hatására a gyors 
klinikai javulás mellett normalizálódnak az EKG- és UH-eltérések is. A zsírsavak 
károsodott β-oxidációja a májban hepatopathiához vezet, mely előrehaladottabb 
állapotban májfunkció eltérésekhez, súlyosabb manifesztáció esetén Reye-szindróma-
szerű epizódokhoz vezet. A harántcsíkolt izomszövetben is megfigyelhető a 
microvesiculáris lipid lerakódás hypotoniát, izomgyengeséget, izomfáradékonyságot 
eredményezve. A típusos hepatocardiális és myopathiás manifesztációk mellett 
előfordulhat anaemia is a betegekben, legtöbbször vashiányos microcyter anaemia 
valamint gyakori tünet a halmozott infekciók előfordulása, melyek azonban látványos 
javulást mutatnak a karnitinkezelés bevezetését követően. A fenotípusvariabilitás igen 
sokrétű OCTN2 defektusban, a kialakuló tünetegyüttes még ugyanazon mutáció esetében 
is különböző lehet, sőt ugyanazon családon belül is eltérő klinikai kép alakulhat ki. Az 
eddig közölt esetek alapján nem állítható fel egyértelmű genotípus-fenotípus korreláció 
az SLC22A5 gén mutációi tekintetében. 
Molekuláris szinten az eddig megfigyelt mutációk lehetnek egyszerű, egy bázist 
érintő deletiók, insertiók, misszensz vagy nonszensz mutációk, de lehetnek több bázist is 
érintő deletiók vagy insertiók is. A báziseltérések a splicing mechanizmus 
befolyásolásával vagy a fehérjelánc megváltoztatásával funkciócsökkent transzporter 
szintéziséhez vezetnek; vagy pedig egy idő előtti stop kódon keletkezése esetén 
egyáltalán nem képződik OCTN2 fehérje. Primér karnitinhiányban is leírták, hogy a 
heterozigóta egyének is mutathatnak epizodikus szívmanifesztációt, japán családok 
vizsgálata szerint a heterozigótákban egy felnőttkori-időskori cardiomyopathiás hajlam 
figyelhető meg. 
 
2.6. A karnitintranszporter gének, mint suszceptibilitási faktorok 
multifaktoriális betegségekben 
Egyre több komplex klinikai szindrómáról és multifaktoriális betegségről derül ki, 
hogy összetett genetikai háttere van, mely hajlamosító tényezőként hozzájárul a betegség 
patogenéziséhez.. Több gyulladásos betegség, így a gyulladásos bélbetegségek (IBD) és 
rheumatoid arthritis valamint egy sokat vizsgált régió, az 5q31 citokin cluster 
kromoszómarégió között találtak aszociációt az elmúlt években. Ez a régió számos, az 
immun- és gyulladásos folyamatokban szerepet játszó gént tartalmaz, emellett a karnitin 
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homeostasist meghatározó két organikus kation transzportert kódoló gén is erre a régióra 
lokalizálódik. 
A rheumatoid arthritis (RA) egy krónikus gyulladásos betegség, mely a világ 
lakosságának 0.5-1.0%-át érinti. Számos tanulmány bizonyítja, hogy komplex 
etiológiájához genetikai hajlamosító tényezők is hozzájárulnak, újabban számos nem-
HLA gén, mint szuszceptibilitási faktor, így a TNFR2, PADI4, PTPN22, IL-1B, GSTM1, 
SLC22A4 és RUNX1 gének szerepét is felvetették kialakulásában. Japán populációban 
asszociációt találtak a RA és az SLC22A4 gén között, mely az OCTN1 ergothionein- és 
alacsony affinitású karnitin-transzportert kódolja. Egy eset-kontrolll tanulmány során egy 
olyan SNP-t azonosítottak a gén első intronjában slc2F2 (C6607T) néven, ami 
asszociációt mutatott rheumatoid arthritissel. Emellett az SLC22A4 gén expresszióját 
gátló RUNX1 fehérjét (Runt-related transzkripciós faktor-1) kódoló gén 6-os intronjában 
található SNP is erős asszociációt mutatott rheumatoid arthritissel. 
 
 
 
3. Célkitűzések 
 
1. Magyar primér karnitinhiányos betegek, családtagjaik és bölcsőhalálban elhunyt 
testvéreik mintáiból az SLC22A5 gén molekuláris genetikai analízisének elvégzése. 
 
2. A bölcsőhalálban elhunyt betegekből rendelkezésünkre álló OCTN2 deficiens 
autopsziás minták részletes szívizom- és májszövettani vizsgálata. 
 
3. Az OCTN2 deficiens betegek és mutációhordozók karnitin homeostasisának elemzése 
tandem tömegspektrometriás karnitinészter profil vizsgálattal. 
 
4. A karnitin immunválaszra gyakorolt hatásának vizsgálata autopsziás immunszövetek 
hisztológiai és immunhisztológiai analízise révén. 
 
5. Az SLC22A4 gén, valamint a gént szabályozó RUNX1 transzkripciós faktor génjének 
hajlamosító polimorfizmusainak vizsgálata magyar rheumatoid arthritises populációban 
és egészséges kontrollokban. 
 
6. Az SLC22A4 és RUNX1 génekben kijelölt szuszceptibilitási allélok lehetséges 
funkcionális következményének tanulmányozására a keringő szérum karnitinészter 
szintek összehasonlítása magyar rheumatoid arthritises betegcsoportban és egészséges 
kontrollokban. 
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4. Betegek és módszerek 
 
4.1. Betegek 
 A primér szisztémás karnitindeficiencia szindróma fenotípusos, biokémiai és 
genetikai vizsgálata során számos OCTN2 transzporter defektust hordozó homozigóta és 
heterozigóta egyént diagnosztizáltunk. Kutatásaink két kiterjedt magyar roma család 
érintett egyéneinek vizsgálatára összpontosultak. 
Az első általunk vizsgált család egy kiterjedt roma család Kelet-Magyarországról (3. 
ábra). A család 26 tagjától nyertünk DNS mintát és végeztünk genetikai analízist. A 
családban 2 bölcsőhalál (III/5 és III/8) és egy perinatalis haláleset (III/11) volt ismert. 
 
 
3. ábra: Az első általunk vizsgált primér karnitinhiányos magyar család. Fekete szimbólum: homozigóta, 
fehér: normál, csíkozott: heterozigóta, N: nem vizsgált egyének. P: az általunk jelenleg is kezelt probandust 
jelöli. 
 A második kiterjedt család (4. ábra) az első általunk vizsgált családdal nem áll 
rokonságban. Az ország ásik sarkában laknak már legalább három generáció óta. A 
családon belül azonban előfordul a consanguinitás. 
 
A rheumatoid arthritises polimorfizmusok vizsgálata során a PTE OEKK 
Immunológiai és Reumatológiai Klinika beteganyagából 209 rheumatoid arthritises beteg 
és 217 kontroll beteg vér és szérum mintáit vizsgáltuk. A vizsgálatban résztvevő 
valamennyi beteg sporadikus rheumatoid arthritisben szenved, klinikailag eleget tettek az 
Amerikai Rheumatologiai Társaság rheumatoid arthritisre vonatkozó 
kritériumrendszerének (Arnett et al., 1988). Az általunk vizsgált betegek, szüleik és 
kontrollok részletes felvilágosítást követően beleegyezésüket adták kutatásunk itt leírt 
minden vizsgálatához. Vizsgálataink során mindvégig a PTE ÁOK Etikai Bizottsága által 
kijelölt irányelveket és szabályozásokat követtük. 
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4. ábra: A második primér karnitinhiányban szenvedő magyar család. Csillaggal jelöltük az általunk 
vizsgált családtagokat. Jelölések lásd előző ábra. 
 
4.2. Biokémiai módszerek 
4.2.1. A plazma és szérum karnitinészterek mérése ESI triple quadrupol 
tandem tömegspektrometriával 
 
A karnitinészter profil meghatározásához minden beteg és kontroll egyéntől egy 
12 órás éhezést követően plazma, illetve szérum mintát gyűjtöttünk reggel 8:00 és 8:30 
között. A szérum, illetve plazma acilkarnitin-észtereket metanolos kivonás után sósavas 
közegben terc-izobutanol származékképzést követően butilészterként mértük egy izotóp 
dilúciós tömegspektrometriás módszerrel Micromass Quattro Ultima ESI triple quadrupol 
tömegspektrométerben. Mintabeviteli rendszerként egy Waters 2795 Alliance HPLC 
eszközt használtunk, mely egy 0.1 ml/perces acetonitril:víz (80:20 v:v%) 
oldószeráramlást tartott fenn. A mintából 10 µl-s adagokat injektáltunk 4 perces 
időközönként az oldószeráramba. Mivel az acilkarnitinek jellemző, 85 Da tömegvesztést 
produkálnak az ütközési cellában, a szabad karnitint és az összes acilkarnitin-észtert ESI-
MS/MS analízissel határoztuk meg az m/z 85-ös fragmens pozitiv anyaion pásztázásával, 
mely során a pásztázási tartományunk 200-550 m/z volt. A mérést a következő 
paraméterek mellett végeztük: az optimalizált kapilláris feszültség, conus feszültség és 
ütközési energia 2.50kV, 55V and 26eV értékekre volt állítva. Minden mintát háromszor 
mértünk meg az injektálással kezdődően, és a megadott eredmények a három mérés 
átlagát tükrözik. 
 
4.3. Molekuláris genetikai módszerek 
Az OCTN2 mutációk, az OCTN1 és RUNX1 polimorfizmusok 
vizsgálata direkt szekvenálással és RFLP analízissel 
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Az SLC22A5 gén 10 exonjának felerősítéséhez és szekvenálásához intronba nyúló 
primerpárokat terveztünk, hasonlóan az SLC22A4 és RUNX1 gének esetében is. A PCR 
felerősítéseket MJR PTC 200 thermal cycler gépeken végeztük, valamennyi exon 
esetében hasonló körülményeket alkalmaztunk. Az inkubációs elegyünk 50 µl 
végtérfogatban kb. 10-20 ng DNS-t, 3 pmol forward és reverse primert, 5 µl 10x higítású 
reakciós puffert, 2 U Taq polimeráz enzimet, 0.2 mM koncentrációban mind a négy 
dNTP-t és 1.5-2.5 mM MgCl2-t tartalmazott. A polimeráz láncreakció körülményeit a 
standard eljárások szerint választottuk meg, az SLC22A5 esetén a primerkötődés 58°C-on 
1 percig, a RUNX1 és az SLC22A4 esetén 60°C-on 1 percig történt. A PCR során kapott 
termékeket ABI Prism 310 Genetic Analyzer automata szekvenálóval festék terminációs 
technikával szekvenáltuk mindkét irányban a gyártó utasítása szerint (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA). Emellett RFLP módszert dolgoztunk ki a gyors 
genotipizáláshoz: a PCR termékeket SLC22A5 esetében Bsl I, a RUNX1 SNP esetében 
BstN I, az SLC22A4 SNP esetében Hph I enzimmel emésztettük, majd a különböző 
termékeket agaróz gélelektroforézis során detektáltuk. 
 
4.4. Hisztopatológiai módszerek 
A különböző lymphoreticuláris szervek, mint csontvelő, lép, tonsilla, 
nyirokcsomó és thymus haematoxylin-eosinnal (H&E) festett metszeteit szövettani 
jellegzetességek és általános szöveti organizáció szempontjából vizsgáltuk. 
Az immunhisztokémiai vizsgálatokat egy DAKO autostainer eszközzel (DAKO, 
Glostrup, Denmark) végeztük egy standard indirekt avidin-biotin peroxidáz detekciós 
protokollal. Az immunhisztokémiai vizsgálatban használt reagensek szintén a DAKO cég 
termékei. 
A metszeteket bcl-2 (1:50 higítás), IgD (1:200 higítás) és MIB-1 (1:150 higítás) 
immunfestésnek vetettük alá; ellenjelölésként Giemsát alkalmaztunk. Az IgD festést a 
köpenysejtek specifikus indikátoraként használtuk, a MIB-1 festés a nyiroktüszőkön 
belüli proliferáló és funkcionálisan aktív sejtek markereként szolgált. Az anti-apoptotikus 
bcl-2 immunreakció a thymusban lévő sejtek megjelenítését célozta meg. Az 
immunhisztokémiai eredmények kiértékelése során a sötétbarna pozitív jel eloszlását 
vizsgáltuk, a nyiroktüszőkön belüli halmozódását valamint a thymus cortex és medulla 
közti eloszlását. A betegünkben kapott minden egyes antigén jelölési mintázatot egy 
normál kontrollban kapott jelöléshez viszonyítottuk. 
 
4.5. Statisztikai módszerek 
A genotípusok eloszlását a χ2 próbával elemeztük. A szérum karnitinészter értékek 
összehasonlítására páratlan t-próbát alkalmaztunk. 
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5. Eredmények 
 
5.1. A primér karnitinhiányos családok molekuláris genetikai 
eredményei 
A vizsgált mindhárom beteg gyermek (3. ábra: III/7 és 4. ábra: IV/8 és IV/11) 
molekuláris genetikai vizsgálata során az SLC22A5 gén 5. exonjában egy homozigóta 
citozin bázisdeléciót találtunk: 844delC a cDNS szekvenciában és 17081 delC a 
genomiális szekvenciában. A mutáció az olvasási keret eltolódásához vezetett és így a 
deléciós hely utáni 13. tripletben egy korai stop kodon keletkezik: R282D 
aminosavcserét, illetve V295X trunkációt eredményezve a fehérjében. 
Az első családban (3. ábra) 24 családtag perifériás véréből, valamint a család két 
bölcsőhalál esetének paraffinba ágyazott szöveti metszeteiből kinyert DNS mintáiból 
végeztünk mutáció analízist. A két bölcsőhalál eset szintén homozigótának bizonyult a 
fenti mutációra, a családban további 12 hordozót azonosítottunk. 
A második családban 12 családtagtól nyertünk vérmintát mutáció analízisre, 
ennek során a két szülőpár és 3 gyermek bizonyult hordozónak a mutációra. A IV/9-es (4. 
ábra) bölcsőhalálban elhunyt gyermek esetében a tüdőszövetből kinyert DNS-ből tudtuk 
elvégezni a genetikai vizsgálatot, mely homozigóta mutációt igazolt. 
 
5.2. Az R282D homozigóta betegek máj-és szívizomszövetének 
hisztológiai jellegzetességei 
Az általunk vizsgált OCTN2-defektusos családokban előfordult három hirtelen 
halál eseteinek autopsziás mintáiból a máj, a szívizomszövet és a tüdőszövet hisztológiai 
elemzését végeztük el. 
A májszövetben az egymástól különböző nagyságú vakuolumok lipiddepozícióra 
utalnak, melyek elsődlegesen a lobulusok széli részein figyelhetők meg, a centrolobuláris 
részek alig vagy kevésbé érintettek (5. ábra, H&E festés az A és B oszlopokban). A 
fiatalabb beteg májszövetében, (1. család III/5) aki 6 hónapos korban exitált, súlyosabb 
fokú a lipiddepozíció, (5. ábra 2. sor) mint az idősebb beteg (1. család III/8, 5. ábra 1. 
sor) esetében. 
A szívizomszövetben a különböző méretű és alakú nucleusok jelenléte 
izomhypertrophiára utal. Mindkét beteg szívizomzatában fokális lipidvakuolumok 
láthatók (III/8 beteg: 3. sor, III/5 beteg: 4. sor). A lipidlerakódás túlnyomó része a 
subendocardiális részre koncentrálódott (5. ábra: A oszlop, 3. és 4. sor). A szív más 
részein, például a kamrafalban, kisebb zsírcsepp-aggregátumok voltak láthatók, a 
vakuolumokat láthatólag membránok határolták (5. ábra: B oszlop, 3. és 4. sor). 
A második család IV/9 betegének (4. ábra) autopsziás tüdőszövet mintájában 
egyedül emphysema jeleit láttuk, semmilyen más karakterisztikus patológiás elváltozást 
nem találtunk. A máj- és szívizomszövet minták PAS-festése (perjódsavas Schiff-bázis) a 
glikogénraktárak súlyos kimerülését jelezte (5. ábra: C oszlop). Összehasonlításképpen 
PAS-festéssel vizsgáltunk hasonló korú és nemű egyénektől származó autopsziás 
szövetblokkokat. Kalórikus depressziót követően elhunyt betegek mintáiban még látható 
volt limitált mennyiségű PAS-pozitív granulum (5. ábra: C. oszlop, jobb alsó betét). 
Olyan egyének autopsziás szövetmintában, akik nem éhezést követően hunytak el, 
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szembetűnő a különbség az erős PAS-pozitív festődést illetően (5. ábra: C. oszlop, jobb 
felső betét). 
 
5.3. A szabad karnitin és a karnitinészter profil eltérései OCTN2 
mutációra homozigóta és heterozigóta egyénekben 
Az általunk vizsgált családokban összesen három olyan homozigóta beteget 
identifikáltunk, akiknél időben el tudtuk kezdeni a karnitin szupplementációt. Mindhárom 
beteg esetében a kezelés megkezdése előtt súlyosan csökkent szabad karnitin- és 
összkarnitin szinteket mértünk. Az első család kezelt homozigóta OCTN2 defektusos 
betegénél (3. ábra: III/7) és a második család IV/11 leánybetegénél (4. ábra) még csak 
hagyományos radiokémiai karnitinmérésre volt lehetőségünk, a kezelés megkezdése előtt 
változó fokban csökkent postprandiális szabad- és összkarnitin-szinteket mértünk. A 
karnitin szupplementáció megkezdését követően az értékek növekedtek, de nem érték el a 
normál tartományt. 
A második család IV/8 betegének és hordozó családtagjainak tandem 
tömegspektrometriás módszerrel határoztuk meg a plazma karnitinészter profilját, a 
mérések eredményét az 1. táblázat mutatja (az értékek umol/l-ben vannak megadva). 
Kontrollként 6 egészséges gyermek karnitinészter profil meghatározását végeztük el (4 
fiú és 2 lány, életkoruk alapján párosítva őket a három heterozigóta testvérhez (IV/2, 5 és 
6). A kezelt IV/8 beteg plazmájában a szabad karnitin drámai csökkenése mellett az 
összes keringő karnitinészter súlyosan csökkent. A három heterozigóta gyermek és a 
szülők szabad karnitinszintje a normál kontrollok 62.2%-a volt, míg az egyes 
karnitinészterek szintje a normálhoz képest átlagban 48.4% körül mozgott. A 
karnitinterápia bevezetése után 2 hónappal a szabad karnitin és az összes többi észter 
szintje is növekedett, átlagban a kontrollok 41.2%-át érte el. A kezelés 13. hónapjában 
további növekedés volt megfigyelhető, de a kontroll értékeket nem érték el. 
A kezelés előtt a hasonló szénlánchosszúságú karnitinészterek összegének 
sorrendje a következő volt: közepes<hosszú <rövid szénláncú; míg kezelés után a sorrend 
változott: hosszú<közepes<rövid szénláncú észterek. A legjobban az acetil-karnitin 
szintje növekedett a kezelés hatására. 
 
5.4. A lymphoreticuláris szervek hisztopatológiai eltérései primér 
karnitinhiányban 
Az általunk vizsgált primér karnitinhiányos első család egyik bölcsőhalál esetéből 
(3. ábra: III/8) rendelkezésünkre álló autopsziás lymphoreticularis szövetek hisztológiai 
és immunhisztológiai elemzését végeztük el. A csontvelő, lép, tonsilla, perifériás 
nyirokcsomó és thymus elemzése jelentős strukturális eltéréseket tárt fel (6. ábra), 
melyek celluláris dysfunkcióra utalnak. A csontvelőben számos megnagyobbodott, 
bizonyosan patológiás nyiroktüsző volt látható. A köpenyzóna szépen elkülönült a 
nyiroktüszők germinális centrumától az összes fenti szövetben, IgD pozitív sejtek voltak 
detektálhatók a csontvelő, nyirokcsomó és a lép köpenyzónájában. A germinális 
centrumokban patológiás jelek mutatkoztak, így csökkent proliferációs kapacitást 
találtunk a csontvelőben, a nyirokcsomókban és a lépben, melyre a MIB-1 
immunhisztokémiai festés sötét jelölésének csökkenése utal. 
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A párhuzamosan jelenlévő morfológiai eltérések szemléltetésére a lépet választva 
(A5 and B5) szembetűnő, hogy számos nyiroktüszőben szignifikánsan megnövekedett az 
apoptosis, melyre a nagy mennyiségű apoptotikus test jelenléte utal (basophil, 
szövettörmelék-szerű anyag; vékony nyilak a B5 képen). Az apoptotikus testek 
extracelluláris lokalizációja az intrafolliculáris macrophagok telített fagocitikus 
aktivitását jelzi (B5, vastag nyílhegyek). Ez a jelenség a többi lymphoreticuláris szerv 
nyiroktüszőiben is megfigyelhető volt, így a nyirokcsomókban, csontvelőben és enyhe 
formában a tonsillában (nincs prezentálva). A sejtkárosodás következő állomásaként a 
proliferáció és az apoptózis nagyrészt eltűnt: a nyiroktüszőkben hypocellularitás és 
homogén, eosinofil fibrin-szerű anyag lerakódása volt jellemző (C5 kép, nyilak). Ez a 
morfológia jellemezte az atrophiás, „kiégett” nyiroktüszőket (1-3. sor és C5 kép); melyek 
mind a csontvelőben (1. sor és C5 kép), mind a lépben, nyirokcsomókban és sokkal 
kisebb előfordulásban a tonsillában is (nincs ábrázolva) reprezentálva voltak. A thymus 
ultrastrukturája nem mutatott semmilyen morfológiailag szembetűnő eltérést. 
 
5.5. A karnitin transzporter és reguláló gének, mint szuszceptibilitási 
faktorok polimorfizmusainak vizsgálata rheumatoid arthritises 
betegekben 
 A 209 rheumatoid arthritises beteg és 217 kontroll egyén vérmintáiból az SLC22A4 
gén 1. intronjának C6607T polimorfizmusát (slc2F2) és a RUNX1 gén 6. intronjának 
G24658C polimorfizmusát (runx1) vizsgáltuk (2. táblázat). A vizsgált csoportokban 
valamennyi genotípus mindkét SNP esetében Hardy-Weinberg equilibriumban volt. A 
betegek és a kontrollok genotípus megoszlásaiban nem találtunk szignifikáns különbséget 
sem az slc2F2, sem a runx1 polimorfizmus esetében. Hasonló eredményt kaptunk, 
amikor a két SNP egyes alléljainak eloszlását (C vagy T az slc2F2 és G vagy C a runx1 
polimorfizmusban) vizsgáltuk a beteg és kontroll csoportokban. 
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5. ábra: A máj- és szívizomszövet hisztológiai jellegzetességei OCTN2 defektusban 
Az 1. és 3. sorok máj- és szívizomszöveti képe az 1. család III/8 betegétől származik, aki 
2 év 9 hónaposan halt meg bölcsőhalálban; alatta (2. és 4. sor) a III/5 beteg szövettani 
képe látható, aki 6 hónaposan halt meg típusos bölcsőhalál esetként (H&E festés az A-B 
oszlopokban, PAS festés a C oszlopban). A PAS-festésű metszetekben a jobb felső betét 
nem éhezett kontrol autopsziás mintákból származik, a jobb alsó betét éhezést követően 
elhunyt betegek mintáiból származik. 
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 beteg1 
heterozigóta       
kontrollok2 
(n=6) 
  kezelés előtt % 
kezelés után 2 
hónappal % 
kezelés után 13 
hónappal % testvérek2 (n=3) % szülők2  % 100% 
                                  
szabad karnitin 1,377 ± 0,050 4,2 12,790 ± 0,129 39,0 15,943 ± 0,233 48,6 20,390 ± 1,154 62,2 20,203 ± 2,230 61,63 32,782 ± 4,218 
rövid szénláncú acilkarnitinek                           
C2-karnitin 3,847 ± 0,083 17,9 19,753 ± 0,296 92,0 11,027 ± 0,324 51,3 10,072 ± 0,097 46,9 10,682 ± 1,045 49,74 21,477 ± 2,893 
C3-karnitin 0,010 ± 0,001 3,1 0,133 ± 0,003 41,0 0,233 ± 0,009 71,7 0,248 ± 0,044 76,1 0,170 ± 0,007 52,22 0,326 ± 0,050 
C4-karnitin 0,060 ± 0,012 30,8 0,153 ± 0,015 78,6 0,270 ± 0,026 138,5 0,059 ± 0,010 30,2 0,047 ± 0,027 23,93 0,195 ± 0,032 
C5-karnitin 0,027 ± 0,007 6,8 0,053 ± 0,003 13,6 0,167 ± 0,003 42,7 0,194 ± 0,021 49,7 0,113 ± 0,030 28,98 0,391 ± 0,051 
C5:1-karnitin 0,013 ± 0,003 26,4 0,013 ± 0,003 26,4 0,030 ± 0,000 59,3 0,029 ± 0,001 57,1 0,028 ± 0,002 56,04 0,051 ± 0,005 
középláncú-acilkarnitinek                           
C6-karnitin 0,037 ± 0,003 34,4 0,080 ± 0,010 75,0 0,117 ± 0,012 109,7 0,053 ± 0,003 50,0 0,052 ± 0,022 48,44 0,107 ± 0,007 
C8-karnitin 0,010 ± 0,001 6,8 0,023 ± 0,003 15,9 0,040 ± 0,010 27,3 0,046 ± 0,006 31,1 0,078 ± 0,018 53,41 0,147 ± 0,022 
C8:1-karnitin 0,007 ± 0,007 9,2 0,037 ± 0,003 50,8 0,023 ± 0,003 31,8 0,042 ± 0,001 58,5 0,045 ± 0,002 62,31 0,072 ± 0,009 
C10-karnitin 0,007 ± 0,003 3,8 0,010 ± 0,001 5,8 0,027 ± 0,003 15,6 0,043 ± 0,008 25,0 0,087 ± 0,030 50,00 0,173 ± 0,038 
C10:1-karnitin 0,057 ± 0,012 44,0 0,010 ± 0,000 7,7 0,017 ± 0,003 13,1 0,047 ± 0,015 36,1 0,088 ± 0,012 68,24 0,129 ± 0,020 
C10:2-karnitin 0,003 ± 0,003 16,7 0,007 ± 0,003 33,3 0,010 ± 0,006 50,0 0,011 ± 0,002 55,6 0,012 ± 0,005 58,33 0,020 ± 0,002 
C12-karnitin 0,020 ± 0,006 36,7 0,033 ± 0,003 61,2 0,033 ± 0,003 60,6 0,017 ± 0,002 30,6 0,032 ± 0,005 58,16 0,054 ± 0,010 
C12:1-karnitin 0,010 ± 0,006 16,2 0,013 ± 0,003 21,6 0,023 ± 0,003 37,3 0,013 ± 0,004 21,6 0,027 ± 0,000 43,24 0,062 ± 0,015 
hosszú szénláncú 
acilkarnitinek                           
C14-karnitin 0,010 ± 0,001 24,7 0,013 ± 0,003 32,9 0,020 ± 0,000 49,3 0,014 ± 0,001 35,6 0,017 ± 0,003 41,10 0,041 ± 0,004 
C14:1-karnitin 0,020 ± 0,006 32,4 0,027 ± 0,003 43,2 0,017 ± 0,003 27,6 0,017 ± 0,005 27,0 0,027 ± 0,007 43,24 0,062 ± 0,013 
C14:2-karnitin 0,010 ± 0,001 26,9 0,010 ± 0,001 26,9 0,013 ± 0,003 34,9 0,014 ± 0,005 38,8 0,020 ± 0,003 53,73 0,037 ± 0,008 
C16-karnitin 0,040 ± 0,001 28,1 0,060 ± 0,006 42,2 0,067 ± 0,009 47,1 0,071 ± 0,008 50,0 0,083 ± 0,003 58,59 0,142 ± 0,019 
C18-karnitin 0,033 ± 0,007 42,3 0,043 ± 0,009 54,9 0,043 ± 0,003 54,5 0,044 ± 0,001 56,3 0,057 ± 0,000 71,83 0,079 ± 0,009 
C18:1-karnitin 0,050 ± 0,012 23,0 0,050 ± 0,006 23,0 0,040 ± 0,010 18,4 0,078 ± 0,005 35,7 0,115 ± 0,012 52,81 0,218 ± 0,034 
C18:2-karnitin 0,020 ± 0,001 16,1 0,030 ± 0,006 24,1 0,013 ± 0,003 10,4 0,056 ± 0,005 44,6 0,095 ± 0,025 76,34 0,124 ± 0,015 
össz karnitinészter 4,290 ± 0,055 17,9 20,553 ± 0,357 86,0 12,230 ± 0,349 51,2 11,169 ± 0,201 47,3 11,873 ± 1,060 50,17 23,906 ± 3,113 
össz karnitin 5,667 ± 0,043 10,0 33,343 ± 0,464 58,8 28,173 ± 0,586 49,7 31,559 ± 1,343 55,8 32,077 ± 1,170 56,75 56,688 ± 6,792 
1. táblázat: Karnitinészter profil homozigóta és heterozigóta OCTN2 defektusban. 1: három párhuzamos mérés átlaga±SEM, 2: a minták átlaga±SEM 
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6. ábra: A csontvelő, nyirokcsomó, lép, tonsilla és thymus hisztopatológiája OCTN2 
defektusban 
1. sor: csontvelő, 2. sor: nyirokcsomó, 3. sor: lép, 4. sor: tonsilla pharyngealis, 5. sor: a 
patológiás germinális centrum reakciók különböző stádiumai, A5 és B5: lép, C5: 
csontvelő, 6. sor: thymus (részletes leírás a szövegben) 
Festések és immunhisztokémiai festések: az A oszlop összes képe, a B5 és C5 oszlopok 
H&E festések. B1 – B4 képek: IgD; C1 – C4 és C6 metszetek: MIB-1; és a B6 blokk: 
bcl-2 immunreakció. Az összes immunreakcióban a pozitív szignál sötét barna.  
Nagyítás: minden kép 40x nagyítású, kivéve az A5 (100x) és B5 és C5 (400x) képeket. 
 
 
 
2. táblázat. Az slc2F2 és runx1 genotípusok és allélfrekvenciák eloszlása a 
rheumatoid arthritises betegcsoportban és a kontrollcsoportban. 
SNP betegek 
n=209 
kontrollok 
n=217 
    
slc2F2    
CC 180   (86.1%) 181   (83.4%) 
CT 28   (13.4%) 35   (16.1%) genotípus 
TT 1   (0.5%) 1   (0.5%) 
    
C 92.8% 91.5% allélok T 7.2% 8.5% 
    
runx1    
GG 81   (38.8%) 98   (45.2%) 
GC 100   (47.8%) 94   (43.3%9 genotípus 
CC 28   (13.4%) 25   (11.5%) 
    
G 62.7% 66.8% allélok C 37.3% 33.2% 
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6. Az eredmények összefoglalása és következtetések 
1. Az OCTN2 magas affinitású fiziológiás karnitin transzportert kódoló SLC22A5 gén 
molekuláris genetikai analízise két kiterjedt magyar roma családban egy közös mutációra, 
az R282D aminosavcserével járó 844delC mutációra derített fényt. A mutáció vagy egy 
instabil mRNS képződése, vagy a szintetizált trunkált fehérje gyors lebomlása vagy 
funkcióképtelensége révén vezet szisztémás karnitinhiányhoz. 
 
2. A mutáció elsődlegesen szívizom- és májtünetekben manifesztálódik, visszatérő 
infekciókkal és vashiányos anaemiával társulva, azonban egy családon belül is variábilis 
fenotípus bontakozhat ki. Az oralis karnitin kezelés a tünetek drámai javulását 
eredményezi. 
 
3. A családokban előfordult három bölcsőhalál esetben verifikáltuk a fenti homozigóta 
mutációt. Klinikailag egy új és valamelyest elkülönülő fenotípusos variánst találtunk, 
mely egy letális hepatocardiális szindrómának felel meg. Az autopsziás minták részletes 
szövettani elemzése során elsőként mutattuk be primér karnitinhiányban a lipiddepozíciót 
szívizomszövetben. 
 
4. A karnitin homeostasis eltéréseit vizsgálva homozigóta és heterozigóta primér 
karnitinhiányban megállapítottuk, hogy homozigótákban a szabad karnitinszint drámai 
csökkenése mellett az összes karnitinészter szintje is csökkent, mely valószínűleg súlyos 
anyagcsere-következményekkel társul. Másrészt, a heterozigótákban detektált jelentősen 
csökkent szabad karnitin és karnitinészter koncentrációk utalhatnak arra, hogy a 
heterozigótaság vagy a transzporter funkcionális diverzitása patológiás folyamatokkal 
társulhat sejtszinten. 
 
5. A bölcsőhalálban elhunyt OCTN2 deficiens gyemekek nyirokszöveteinek részletes 
elemzése során a nyirokszövetek germinális centrumaiban talált hisztopathológiai 
eltérések a B- sejtek súlyosan károsodott antigén vezérelte affinitás maturációját jelzik. 
Az eredmények egyértelmű morfológiai bizonyítékot szolgáltatnak arra, hogy a karnitin 
funkcionális szereppel bír a plazmasejt érés folyamatában, habár a pontos molekuláris 
mechanizmusok ma még nem ismertek. 
 
6. A különböző nem vérrokon nagyszülői vonalakban detektált mutáció valószínűleg a 
génhiba magas elterjedését jelzi a magyar roma populációban. A primér karnitinhiány 
potenciálisan letális manifesztációi (cardiomyopathia, bölcsőhalál), elérhető és hatékony 
kezelése oralis karnitin szupplemetációval, mindenképpen alátámasztják a szűrés 
kiemelkedő jelentőségét. Hatékony és gyors szűrést biztosít az intézetünkben is 
kidolgozott tandem tömegspektrometriás karnitinprofil meghatározás, melynek szakértő 
elemzésével vizsgálataink alapján a heterozigóta egyének is kiszűrhetők. 
 
7. A karnitin transzporter gének és variánsaik multifaktoriális betegségekben felmerült 
szerepének tanulmányozására magyar rheumatoid arthritises betegcsoportban végeztünk 
molekuláris genetikai elemzéseket. Az általunk vizsgált SLC22A4 C6607T és RUNX1 
G24658C polimorfizmusok univerzális és populáció-független szerepét rheumatoid 
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arthritisben eredményeink nem támasztják alá. Nagyobb populációs mintán végzett 
tanulmányok szükségesek ahhoz, hogy egy adott népcsoportban talált hajlamosító variáns 
valódi etiopatológiai szerepét tisztázzák. 
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1. Summary 
 
 
Carnitine, a ubiquitous water-soluble molecule exerts its primary physiological 
role in the transport of long-chain fatty acids into the mitochondria, to the place of their 
oxidation. Besides, carnitine is involved in various other metabolic and cellular 
processes. Humans obtain their proper carnitine levels mainly through the diet, although 
it is known that at some degree endogen synthesis of carnitine also takes place. Cells 
aquire carnitine through an active transport mechanism, the uptake takes place against a 
significant plasma/tissue concentration gradient. 
Direct mutations of the high affinity human carnitine transporter gene (SLC22A5) 
lead to primary carnitine deficiency, which disease primarily affects the heart, liver and 
sceletal muscles, however, the phenotypic spectrum is very broad. We have investigated 
Hungarian Roma families with primary carnitine deficiency that showed variable 
phenotypic manifestations even within a family, and as a novelty, we found sudden infant 
death syndrome cases with verified SLC22A5 mutations. The extensive histological 
examination of the organ manifestations added new information to the pathomorphology 
of primary carnitine deficiency. 
Apart from its classical metabolic role additional cellular functions of carnitine 
were investigated through the analysis of the lymphoreticular tissues obtained from the 
SIDS cases. Our results showed an important contribution of carnitine in the humoral 
immune response. 
As a high-throughput analytical and diagnostic tool tandem mass spectrometry 
was introduced in our laboratory 4 years ago. Taking advantage of this method we 
analysed the changes in carnitine homeostasis in homozygote and heterozygote primary 
carnitine deficiency. 
Expanding our area of interest we investigated the role of carnitine transporter 
genes (SLC22A5 és SLC22A4), their variants and regulator genes in the etilology of 
certain inflammatory multifactorial diseases. According to recent experimental and 
clinical studies we performed molecular genetic and tandem mass spectrometric 
metabolic investigations in Hungarian rheumatoid arthritis patient cohorts. 
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2. Introduction 
 
2.1. The role of carnitine in human metabolism 
A well-known biochemical property of L-carnitine (3-hydroxy-4-N,N,N-
trimethylaminobutyrate) is its ability to form acyl-carnitine esters with organic acids by 
certain enzymatic reactions. Its classic physiological role can also be derived from this 
chemical property: carnitine is indipensable in the transport of activated long-chain fatty 
acids from the cytosol to the mitochondrial matrix, where β-oxidation takes place 
(Fig.1.). Cytosolic long-chain fatty acids are unable to cross the mitochondrial inner 
membrane even in their activated form as CoA esters, they are first transesterified to L-
carnitine by the enzyme carnitine palmitoyltransferase I (CPTI) at the mitochondrial 
outer membrane, then transported over the inner membrane as long-chain acyl-carnitine 
esters via a specific carrier, carnitine-acylcarnitine translocase (CACT) and at the matrix 
side they are transesterified to intramitochondrial CoA via the enzyme carnitine-
palmitoyltransferase II (CPTII). Carnitine is also involved in various other metabolic 
processes: it ensures a proper level of free CoA in the cell, which is indispensable in 
many metabolic routes, such as the citric acid cycle, ketogenesis, and gluconeogenesis, 
and carnitine can also modulate the toxic effects of poorly metabolised acyl-groups of 
various origin. By forming carnitine-esters with organic acids of xenobiotic origin (e.g. 
pivalic acid and valproate) and with those arising from various inborn errors of 
metabolism (e.g. propionic acid, methylmalonic acid), carnitine replenishes the free CoA 
pool of the cell and eliminates the toxic intermediates. Finally, carnitine is involved in the 
transport of products of the peroxisomal β-oxidation system from the peroxisomes into 
the mitochondria. 
 
Figure 1.: The role of carnitine in the mitochondrial transport of long-chain fatty acids (Vaz et al., 2002). 
 
2.2. Other cellular functions of carnitine 
 
Besides its classical metabolic role in energy-homeostasis, it has been proposed 
that carnitine is also functionally involved in many other cellular processes. Many 
experimental data stresses the involvement of carnitine in the immune response, also the 
clinical data of the increased susceptibility of primary carnitine deficient patients to 
infections leads to the assumption that carnitine might play a crucial role in the immune 
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processes. Besides extensive experimental data demonstrates the role of carnitine in both 
the extrensic and the intrinsic apoptotic pathways. 
 
2.3. Primary carnitine deficiency 
According to the etilogy primary and secondary carnitine deficiency can be 
differentiated in the literature. In primary systemic carnitine deficiency the cellular 
uptake of carnitine is mainly disturbed, while in secondary carnitine deficiency carnitine 
depletion is the secondary cause of other conditions or diseases. 
Primary systemic carnitine deficiency (OMIM 212140), an autosomal recessive 
disorder, is caused by mutations of the SLC22A5 gene leading to damage or loss of the 
function of the OCTN2 carnitine transporter protein. The genetically impaired or missing 
transporter is unable to take up carnitine from the circulation and transport it into the 
cells, thus the tissue carnitine stores are depleted. Since the renal reabsorption of carnitine 
was also shown to be OCTN2-dependent, the kidney is unable to reabsorp carnitine and 
therefore, the circulating carnitine concentration is also decreased. In circulating and 
tissue carnitine deficiency the mitochondrial utilization of long-chain fatty acids is 
impaired, energydepletion, and hypoketotic hypoglycaemia develop. Since the primary 
fuel for cardiac- and sceletal muscle cells as well as for hepatocytes and renal cells during 
starvation is provided by the long-chain fatty acids, the above mentioned organs are 
mainly affected in primary carnitine deficiency. 
 
2.4. The human carnitine transporters 
Since tissue carnitine concentration is 20-50 times higher as plasma carnitine 
levels, most tissues ensure their carnitine levels through active transport catalyzed by the 
high-affinity, Na+-ion dependent carnitine transporter in the plasmamembrane, the 
organic cation transporter 2 protein (OCTN2). This transport system is also responsible 
for the tubular reabsorption of carnitine in the kidneys. The OCTN2 protein is composed 
of 557 aminoacids with a molecular mass of 63kDa. According to the aminoacid 
sequence analysis 12 putative transmembrane domains can be distinguished in its 
structure (Fig. 2.). SLC22A5, the gene encoding for OCTN2 is approximately 30 kb in 
size and is localized to the 5q31 chromosome region. The sequence of OCTN2 shows 
great homology (75,8%) to OCTN1 (encoded by the gene SLC22A4), one of the earlier 
discovered members of the organic cation transporter family, that also transports carnitine 
besides its primary substrate ergothioneine. Besides, another transporter, ATB0,+ was 
discovered in the past decade, that was shown to transport carnitine as well. According to 
current data OCTN2 acts as the pimary physiological carnitine transporter, while OCTN1 
and ATB0,+ proteins can be regarded as aspecific carnitine transporters in the humans. 
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Figure 2.: The proposed structure of the OCTN2 protein, with N-terminal on the left, C-terminal on the 
right end. (Amat di San Filippo et al., 2003). 
 
2.5. The clinical spectrum of OCTN2 mutations 
Although the role of OCTN2 in carnitine uptake was first demonstrated in 1998 
the condition of primary carnitine deficiency was already known in the literature. 
Currently primary carnitine deficiency (OMIM 212140) is regarded as the clinical 
syndrome associated with verified mutations in the SLC22A5 gene. 
In the cases reported so far in the literature the developing phenotype usually 
includes functional abnormality of the heart, skeletal muscle and the liver, however a 
wide phenotypic variability has already been reported. The appaerance of the clinical 
symptoms is usually between 1-6 years of age. The cardiac muscle and the liver are the 
two organs that are affected primarily and almost in all cases, or at a certain stage of the 
disease: in the full-blown picture usually dilative cardiomyopathy, in less severe forms 
subtle EKG- or ultrasound-abnormalities appear. The cardiomyopathy, as a potentially 
lethal manifestation of primary carnitine deficiency, shows a dramatic regression upon 
high-dose carnitine treatment: 100 mg/kg/day carnitine enables a quick clinical recovery 
and even EKG- and ultrasound abnormalities are corrected. The disrupted β-oxidation of 
FFA in the liver leads to hepathopathy, which can show in liver function elevations, in a 
more severe form it may lead to Reye-syndrome like episodes. Microvesicular lipid 
storage can also be observed in the sceletal muscle leading to hypotonia, excercise 
intolerance, muscle fatigue. Besides the typical hepatocardial and myopathic 
manifestations anaemia, mostly iron-deficient microcyter anaemia, can also occur in 
primary carnitine deficiency patients, as well as recurrent infections that respond very 
well to carnitine treatment. The phenotypic variability is very broad in OCTN2 defects, 
the developing phenotype can be quite different even wihin the same mutation and even 
within the same familiy. According to the cases reported so far in the literature no 
genotype-phenotype correlation can be predicted for the SLC22A5 gene mutations. 
On the molecular level the mutations detected so far can be simple, one basepair 
missense or nonsense mutations, insertions and deletions, or mutations involving several 
bases. The mutations affecting either the splicing mechanism or altering the 
proteinstructure can either lead to the synthesis of a functionally disturbed transporter or 
through the introduction of a premature stop codon no OCTN2 protein will be 
synthesised. There are reports that even heterozygote patients can show episodic heart 
manifestations, analysis of Japanese families showed an increased risk of adult- or late-
onset cardiomyopathy in heterozygotes. 
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2.6. Carnitine transporter genes as susceptibility factors in 
multifactorial disease 
More and more clinical syndromes and multifactorial diseases are shown to have 
a complex genetic background that contribute to its pathogenesis as susceptibility factors. 
An association between several inflammatory diseases, among them the inflammatory 
bowel disease and rheumatoid arthritis and the 5q31 cytokine cluster region has been 
proposed in recent years. This chromosome region contains several genes involved in 
immune- and inflammatory responses and it also harbors the genes for the two organic 
cation transporters (OCTN1 and OCTN2) that are involved in carnitine homeostasis. 
Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory disease affecting 0.5%-1.0% 
of the world’s population, including Hungary. Several studies have proposed that genetic 
susceptibility factors also contribute to its complex etiologic background. Combinations 
of the susceptibility alleles of various genes seem to be involved in the development of 
RA. A role for several non-HLA genes as susceptibility factors has recently been 
proposed, including the TNFR2, PADI4, PTPN22, IL-1B, GSTM1, SLC22A4 and RUNX1 
genes. High-accuracy linkage disequilibrum mapping in the Japanese population 
demonstrated an association between RA and the SLC22A4 gene, encoding OCTN1 the 
ergothioneine and aspecific carnitine transporter protein. In a case-control study a single 
nucleotide polymorphism called slc2F2 (C6607T) was identified in intron 1 of the gene, 
which was associated with RA. In addition, another SNP denoted runx1 (G24658C) in 
intron 6 of the gene that codes for the RUNX1 protein (Runt-related transcription factor-
1), also showed a strong association with RA. The RUNX1 transcription factot was 
shown to repress the expression of the SLC22A4 gene. 
 
3. Objectives 
 
1. Molecular genetic analysis of the SLC22A5 gene from samples of Hungarian primary 
carnitine deficient patients, their relatives and their SIDS sibs. 
 
2. Histological characterisation of the cardiac- and hepatic tissues from autopsy samples 
of SIDS cases with verified SLC22A5 mutations. 
 
3. Analysis of the carnitine homeostasis in OCTN2 deficient patients and heterozygote 
relatives with tandem mass spectrometric carnitine ester profile analysis. 
 
4. Investigation of the role of carnitine in the immune response through the 
histopathologic analysis of immunetissues from autopsy samples of SIDS cases. 
 
5. The role of susceptibility polymorphisms of the SLC22A4 gene and of the regulating 
gene RUNX1 in Hungarian rheumatoid arthritis patient cohorts. 
 
6. As a reflection of the functional consequences of the proposed susceptibility 
polymorphisms of the SLC22A4 és RUNX1 genes the comparison of the circulating 
carnitine ester profile in rheumatoid arthritis patients and in controll groups. 
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4. Patients and methods 
 
4.1. Patients 
 Several homozygote and heterozygote patients with OCTN2 deficinecy were 
diagnosed during the phenotypic, biochemical and genetic characterisation of primary 
carnitine deficiency. Our investigations focused on the analysis of the members of two 
extended Hungarian Roma families. 
The first family we investigated is an extensive Hungarian Roma family from Eastern-
Hungary (Fig. 3.). We could obtain DNA samples from 26 members of the family. Two 
SIDS cases (III/5 és III/8) and one perinatal death (III/11) was recorded in the family. 
 
 
Figure 3.: Our first Hungarian family investigated with primary carnitine deficiency. Black symbols: 
homozygotes, white: normal, striped: heterozygotes, N: not examined. P: the proband currently under 
treatment 
 The second extended family (Fig. 4.) is not related to the first examined family, 
they have been living in another part of the country for at least three generations. In this 
family one verified SIDS case was noted. Consanguinity occured witihin the family. 
Blood and serum samples of 209 patients with RA collected at the Department of 
Immunology and Rheumatology of the Medical Faculty of our university (169 females 
and 40 males; mean age ± SD: 57.3±14.6 years; 73% of all were rheumatoid factor 
positive) were used. All patients with RA were unrelated Caucasians and fulfilled the 
American College of Rheumatology criteria for RA. The control samples (n=217, 122 
females and 95 males; mean age ± S.D., 56.5±10.4 years) were collected from healthy 
volunteers with no evidence or history of any systemic disease; special care was taken to 
exclude subjects with inflammatory arthritis from the control group. Patients and controls 
gave informed consent to all investigations performed in the study. The guidelines and 
regulations approved by the Ethical Committee of the Medical Faculty of our University 
were followed during all investigations. 
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Figure 4.: The second family with primary carnitine deficiency.The asterisks indicate the familiy members 
examined.. Symbols see Fig.3. 
 
4.2. Biochemical methods 
Mass spectrometry analysis of the circulating carnitine esters 
For carnitine ester profiling serum from each patient and control subject was 
collected after an overnight fasting period between 8:00 and 8:30 AM. Acylcarnitines 
were measured after methanolic extraction and derivatization as butyl esters by an isotope 
dilution mass spectrometry method using a Micromass Quattro Ultima ESI triple-
quadrupole mass spectrometer. A Waters 2795 Alliance HPLC instrument was used for 
the solvent delivery maintaining a 0.1 ml/min stream of acetonitrile:water (80:20 v:v% ). 
Ten µl of sample aliquots were injected into the flow at 4-min intervals. The free 
carnitine and all acylcarnitines were determined by ESI-MS/MS analysis using positive 
precursor ion scan of m/z 85; scan range was 200-550 m/z. The optimised capillary 
voltage, cone voltage and collision energy were 2.50kV, 55V and 26eV, respectively. 
Each sample was measured in triplicates starting with the injection step and the results 
are the means of the three determinations. 
 
4.3. Molecular genetic methods 
Analysis of the OCTN2 mutations and the OCTN1 and RUNX1 
polymorphisms 
Genomic DNA was extracted from peripheral blood by a routine desalting 
method. For the amplification of the 10 exons of the SLC22A5 gene as well as for the 
analysis of the SLC22A4 and RUNX1 genes intron-based specific primer pairs were 
designed. We performed the polymerase chain reactions (PCR) on MJR PTC 200 thermal 
cyclers, similar conditions were applied to all exons. Our incubation mixture contained in 
50 µl approx. 10-20 ng DNA, 3 pmol forward és reverse primers, 5 µl 10x reaction 
buffer, 2 U Taq polimerase enzyme, 0.2 mM of all four dNTPs and 1.5-2.5 mM MgCl2. 
We applied standard reaction conditions, primer annealing was 1 minute on 58°C for the 
SLC22A5, and 1 minute on 60°C for the RUNX1 and SLC22A4 genes. The PCR products 
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were sequenced in both directions in an ABI Prism 310 Genetic Analyzer with a dye 
termination method (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). We also developed a 
RFLP method for quick genotyping of the samples: for the SLC22A5 PCR products Bsl I, 
for the RUNX1 BstN I, and for the SLC22A4 PCR products Hph I enzyme digestion was 
used. The restriction fragments were separated by electrophoresis on 1% agarose gels 
containing ethidium bromide and visualized by UV transillumination. 
 
 
4.4. Histopathologic methods 
The haematoxylin-eosin (H&E) stained tissue sections from different 
lymphoreticular organs including bone marrow, spleen, tonsils, lymph node, and thymus 
were evaluated for histologic features and overall architecture. 
Immunohistochemical analysis was performed with a DAKO autostainer (DAKO, 
Glostrup, Denmark) with use of a standard indirect avidin-biotin peroxidase detection 
method; the immunochemicals were also from DAKO. 
Sections were immunostained for bcl-2 (1:50 dilution), IgD (1:200 dilution) and 
MIB-1 (1:150 dilution); for counterstainings Giemsa was used. The IgD was used as a 
specific indicator for mantle cells; the MIB-1 was used as a marker for proliferating and 
thereby functionally active cells inside the follicles. The anti- apoptotic bcl-2 
immunoreaction was used for visualization of cells in the thymus. The 
immunohistochemical results were evaluated analyzing the dark brown positive signal 
distribution; location in the follicles or in the thymus cortex or medulla. The staining 
patterns of each antigen in our patient were compared with a normal control. 
 
4.5. Statistical analysis 
The distribution of the genotypes were compared using the χ2 assay. For the 
comparison of the serum carnitine ester values the Student’s t test for unpaired samples 
was used. The values are expressed as means ± SEM throughout, in three decimals for 
the carnitine esters with respect to the low levels of the long-chain carnitine esters. 
 
 
5. Results 
 
5.1. Molecular genetic results of the families with primary carnitine 
deficiency 
The molecular genetic investigation of all three suspected patients (Fig.3.: III/7 
and Fig.4.: IV/8 és IV/11) revealed a common mutation, a homozygous cytosin deletion 
in exon 5 of the SLC22A5 gene (844 delC in the cDNA and 17081 delC in the genomic 
sequence). The mutation led to a frameshift and a premature stop codon in the 13th codon 
after the deletion site resulting in R282D aminoacid change or V295X truncation of the 
protein. 
We could obtain DNA from 24 members of the first family (Fig.3.) and paraffin 
embedded blocks from two of the fatal cases. The two sudden death patients (III/5 and 
III/8) were also homozygous for the mutation, and a total of 12 carriers were verified 
(Fig.3.). In the second family we could obtain DNA from 12 members, both the parents 
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and 3 children were shown to be carriers of the common mutation. In the case of the 
sudden death patient (Fig.4. IV/9) DNA was extracted from a single block of lung tissue 
and the analysis verified the above mutation in a homozygous form. 
 
5.2. Histologic features of the liver and heart tissues of the OCTN2 
R282D homozygote patients 
We performed the histopathologic examination of the liver, cardiac muscle and 
lung tissues obtained at autopsy from the SIDS cases in the investigated families. 
Histology of tissues revealed lipid deposition vacuoles in the liver predominantly 
in the peripheral areas of the lobules, whereas the centro-lobular regions of the acini were 
less or not affected (Fig. 5., H&E stainings in columnes A and B). The younger patient 
who died at 6 months of age (Family 1, III/5) had much more severe infiltration (Fig. 5. 
row 2) compared with the older patient (Family 1, III/8, Fig.5. row 1). 
In the heart tissues different size of nuclei were seen providing microscopic 
evidence for muscle hypertrophy. In both patients (III/8 row 3 and III/5 row 4) focal lipid 
vacuoles were seen much less intensively than in the liver, the major lipid globules 
localized mainly into the subendocardial areas (Fig. 5. column A in rows 3 and 4). In 
other areas, like in the ventricular walls smaller aggregates of lipid droplets could be 
observed, the vacuoles were apparently separated from each other by membranes (Fig. 5.; 
column B, rows 3 and 4). 
In the autopsy lung tissue of patient IV/9 in Family 2. (Fig.4.) only signs of 
emphysema was seen without any further characteristic pathologic signs (not shown). 
Staining with PAS (Fig. 5., column C) showed severe exhaustion of the glycogen 
reserves. In age and sex matched controls who died after caloric depression PAS positive 
granulates could still be detected in the liver (inserts at the bottom right corners), while 
the control hearts did not differ significantly from the patient’s tissues. In tissues of fed 
individuals a striking difference of PAS positive substance accumulation was seen (upper 
right corners). 
 
5.3. Plasma carnitine ester profile in homozygous and heterozygous 
OCTN2 deficiency 
In the investigated families we could identify three homozygous patients in whom 
carnitine supplementation was started in time. In all three patients we detected severely 
decreased free and total carnitine levels before treatment. In the treated homozygote 
patient of the first family (Fig. 3.: III/7) and in the treated girl of the second family 
(Fig.4.: IV/11) we were only able to perform plasma carnitine measurements with the 
radiochemical carnitine assay. Prior to treatment the postprandial levels of total and free 
carnitine were decreased, these values increased after the introduction of treatment, but 
did not reach control levels. 
In the second family plasma carnitine ester profile of the affected patient 
(Fig.4.:IV/8) and the carrier family members was determined with tandem mass 
spectrometry, the results are shown in Table 1. (the results are in umol/l). The controls 
were 6 healthy pediatric patients (4 males and 2 females matched pair wise by age to the 
three heterozygous sibs IV/2, 5 and 6). Prior to treatment we found a dramatic decrease 
of the free carnitine and all carnitine esters in the proband (Fig.4.:IV/8). The free 
carnitine levels of the 3 heterozygote siblings and of the parents were 62.2% of the 
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controls, while the levels of the individual carnitine esters were in average 48.4% of the 
control values. After two months of carnitine treatment in the proband the level of free 
carnitine and all individual esters increased, in average it reached 41.2% of the control 
levels. After 13 months of carnitine supplementation there was a further increase in the 
free carnitine level, as well as in the levels of the individual esters, however without 
reaching that of the age-matched controls. Before treatment the ratios of the carnitine 
esters were as follows: medium<long<short chain (in the controls: long<medium<short 
chain); while after 13 months of the treatment it changed to long<medium<short chain 
esters. The largest increase was seen for the acetylcarnitine after 2 months and for the 
butyrylcarnitine after 13 months of treatment. 
 
5.4. Histopathologic abnormalities of the lymphoreticular tissues in 
primary carnitine deficiency 
We performed the histologic and immunohistologic analysis of lymphoreticular 
tissues obtained from the autopsy sample of one of the SIDS cases in Family 1. (Fig.3.: 
III/8). Histopathological examination of the haematopoetic and immune organs revealed 
significant structural alterations being indicative of cellular dysfunction (Fig. 6.). The red 
bone marrow (Fig. 6.: row 1) harbored numerous enlarged secondary follicles that 
corresponded to definitely pathological ones (slide A1). The mantle zones were separated 
from the germinal centers of the follicles in all of the examined tissues: identifiable IgD 
positive cells were detected in the mantle zone of the bone marrow (B1), lymph node 
(B2) and in the spleen (B3). The germinal center compartment exhibited pathological 
hallmarks, which implied a decreased proliferation capacity in the bone marrow (C1), in 
the lymph nodes (C2), and also in the spleen (C3), as indicated by the decrease of the 
dark labels of the MIB-1 immunostainings. 
Taking the spleen as an example for the coexisting morphological structures (A5 
and B5) many follicles exhibited also a significantly increased apoptosis as evidenced by 
the large number of apoptotic bodies (basophil, diminished debris like materials; arrows 
in block B5). The extracellular location of the apoptotic bodies is indicative for a 
saturated phagocytic capacity of the intrafollicular macrophages (B5, arrowheads). This 
phenomenon was also detectable in numerous follicles of the other lymphoreticular 
tissues, such as in the lymph nodes, bone marrow and slightly in the tonsils (not shown). 
As a next stage of the cellular damage the proliferation and apoptosis diminished largely: 
in follicles captured in this stage hypocellularity as well as deposition of homogenous, 
eosinophil fibrinous material were seen (C5, arrows). This morphology was reminiscent 
to atrophic, so called “burned-out” follicles (rows 1-3 and slide C5); and was represented 
besides the follicles of the bone marrow (row 1 and slide C5) in the spleen, lymph nodes 
and at a much modest incidence rate in the tonsils (not shown). 
The ultrastructure of the thymus did not show morphologically discernible 
alterations (Fig. 6.: row 6); normal architecture with H&E staining was seen (A6). 
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5.5. Investigation of the polymorphisms of the carnitine transporter and 
regulator genes as susceptibility factors in Hungarian rheumatoid 
arthritis patients 
 We investigated the slc2F2 polymorphism (C6607T) of the first intron of the 
SLC22A4 gene and the runx1 polymorphism (G24658C) in the sixth intron of the RUNX1 
gene in blood samples of 209 rheumatoid arthritis patients and 217 controls. The 
distribution of different genotypes found in the patients and controls are shown in Table 
2. All genotypes for both SNPs examined were in Hardy-Weinberg equilibrum in all 
groups. No significant differences could be found comparing the genotype prevalences of 
the patients and the controls, for either slc2F2 or runx1 SNP. The same result was 
obtained when we compared the distribution patterns of the particular alleles for each 
polymorphism in the two groups (C or T in slc2F2 and G or C in runx1). 
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Figure 5.: Histology of liver and heart tissues in OCTN2 deficiency 
Rows 1.(liver) and 3.(heart) are from Family 1. patient III/8 who died suddenly at age of 
2 years and 9 months, below them rows 2. and 4. are blocks from patient III/5 who died 
as a typical SIDS victim at age of 6 months. (H&E stainings in columns A-B, PAS in 
column C). In PAS stained slides the inserts are from probably fed and from starved 
controls at the upper right and bottom right corners, respectively. 
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Table I. Plasma carnitine esters in homozygote and heterozygote OCTN2 deficiency. Values are µmol/l, means + SEM for three separate 
determinations; in the % columns the values are expressed as percents of the controls. 
  proband1 heterozygote   parents2    controls2 (n=6) 
  
before 
treatment % 
2 months after 
treatment % 
13 months after 
treatment % siblings2 (n=3) %   % 100% 
                                  
free carnitine 1,377 ± 0,050 4,2 12,790 ± 0,129 39,0 15,943 ± 0,233 48,6 20,390 ± 1,154 62,2 20,203 ± 2,230 61,63 32,782 ± 4,218 
Short-chain acylcarnitines            ±               
C2-carnitine 3,847 ± 0,083 17,9 19,753 ± 0,296 92,0 11,027 ± 0,324 51,3 10,072 ± 0,097 46,9 10,682 ± 1,045 49,74 21,477 ± 2,893 
C3-carnitine 0,010 ± 0,001 3,1 0,133 ± 0,003 41,0 0,233 ± 0,009 71,7 0,248 ± 0,044 76,1 0,170 ± 0,007 52,22 0,326 ± 0,050 
C4-carnitine 0,060 ± 0,012 30,8 0,153 ± 0,015 78,6 0,270 ± 0,026 138,5 0,059 ± 0,010 30,2 0,047 ± 0,027 23,93 0,195 ± 0,032 
C5-carnitine 0,027 ± 0,007 6,8 0,053 ± 0,003 13,6 0,167 ± 0,003 42,7 0,194 ± 0,021 49,7 0,113 ± 0,030 28,98 0,391 ± 0,051 
C5:1-carnitine 0,013 ± 0,003 26,4 0,013 ± 0,003 26,4 0,030 ± 0,000 59,3 0,029 ± 0,001 57,1 0,028 ± 0,002 56,04 0,051 ± 0,005 
Medium-chain acylcarnitines            ±               
C6-carnitine 0,037 ± 0,003 34,4 0,080 ± 0,010 75,0 0,117 ± 0,012 109,7 0,053 ± 0,003 50,0 0,052 ± 0,022 48,44 0,107 ± 0,007 
C8-carnitine 0,010 ± 0,001 6,8 0,023 ± 0,003 15,9 0,040 ± 0,010 27,3 0,046 ± 0,006 31,1 0,078 ± 0,018 53,41 0,147 ± 0,022 
C8:1-carnitine 0,007 ± 0,007 9,2 0,037 ± 0,003 50,8 0,023 ± 0,003 31,8 0,042 ± 0,001 58,5 0,045 ± 0,002 62,31 0,072 ± 0,009 
C10-carnitine 0,007 ± 0,003 3,8 0,010 ± 0,001 5,8 0,027 ± 0,003 15,6 0,043 ± 0,008 25,0 0,087 ± 0,030 50,00 0,173 ± 0,038 
C10:1-carnitine 0,057 ± 0,012 44,0 0,010 ± 0,000 7,7 0,017 ± 0,003 13,1 0,047 ± 0,015 36,1 0,088 ± 0,012 68,24 0,129 ± 0,020 
C10:2-carnitine 0,003 ± 0,003 16,7 0,007 ± 0,003 33,3 0,010 ± 0,006 50,0 0,011 ± 0,002 55,6 0,012 ± 0,005 58,33 0,020 ± 0,002 
C12-carnitine 0,020 ± 0,006 36,7 0,033 ± 0,003 61,2 0,033 ± 0,003 60,6 0,017 ± 0,002 30,6 0,032 ± 0,005 58,16 0,054 ± 0,010 
C12:1-carnitine 0,010 ± 0,006 16,2 0,013 ± 0,003 21,6 0,023 ± 0,003 37,3 0,013 ± 0,004 21,6 0,027 ± 0,000 43,24 0,062 ± 0,015 
Long-chain acylcarnitines            ±               
C14-carnitine 0,010 ± 0,001 24,7 0,013 ± 0,003 32,9 0,020 ± 0,000 49,3 0,014 ± 0,001 35,6 0,017 ± 0,003 41,10 0,041 ± 0,004 
C14:1-carnitine 0,020 ± 0,006 32,4 0,027 ± 0,003 43,2 0,017 ± 0,003 27,6 0,017 ± 0,005 27,0 0,027 ± 0,007 43,24 0,062 ± 0,013 
C14:2-carnitine 0,010 ± 0,001 26,9 0,010 ± 0,001 26,9 0,013 ± 0,003 34,9 0,014 ± 0,005 38,8 0,020 ± 0,003 53,73 0,037 ± 0,008 
C16-carnitine 0,040 ± 0,001 28,1 0,060 ± 0,006 42,2 0,067 ± 0,009 47,1 0,071 ± 0,008 50,0 0,083 ± 0,003 58,59 0,142 ± 0,019 
C18-carnitine 0,033 ± 0,007 42,3 0,043 ± 0,009 54,9 0,043 ± 0,003 54,5 0,044 ± 0,001 56,3 0,057 ± 0,000 71,83 0,079 ± 0,009 
C18:1-carnitine 0,050 ± 0,012 23,0 0,050 ± 0,006 23,0 0,040 ± 0,010 18,4 0,078 ± 0,005 35,7 0,115 ± 0,012 52,81 0,218 ± 0,034 
C18:2-carnitine 0,020 ± 0,001 16,1 0,030 ± 0,006 24,1 0,013 ± 0,003 10,4 0,056 ± 0,005 44,6 0,095 ± 0,025 76,34 0,124 ± 0,015 
total ester 4,290 ± 0,055 17,9 20,553 ± 0,357 86,0 12,230 ± 0,349 51,2 11,169 ± 0,201 47,3 11,873 ± 1,060 50,17 23,906 ± 3,113 
total carnitine 5,667 ± 0,043 10,0 33,343 ± 0,464 58,8 28,173 ± 0,586 49,7 31,559 ± 1,343 55,8 32,077 ± 1,170 56,75 56,688 ± 6,792 
1: mean±SEM of three parallel measurements                 
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Figure 6.: Histopathology of the bone marrow, lymph nodes, spleen, tonsils and 
thymus in OCTN2 deficiency 
row 1.: bone marrow, row 2.: lymph node, row 3.: spleen, row 4.: pharyngeal tonsil, row 
5.: different stages of the pathologic germinal center reactions, A5 and B5: spleen, C5: 
bone marrow, row 6.: thymus (for details see description in text) 
Stainings and immunohistochemical stainings: all of column A, B5 and C5 H&E 
staining. B1 – B4 slides: IgD; C1 – C4 and C6 slides: MIB-1; and block B6: bcl-2 
immunoreaction. In all immunoreactions the positive signal is dark brown. 
Magnification: all slides are 40x magnified, except A5 (100x) and B5 and C5 (400x). 
 
 
 
Table 2. Distribution of the slc2f2 and runx1 genotypes and allele frequencies in the 
groups of patients with rheumatoid arthritis and controls. 
SNP patients 
n=209 
controls 
n=217 
    
slc2F2    
CC 180   (86.1%) 181   (83.4%) 
CT 28   (13.4%) 35   (16.1%) genotype 
TT 1   (0.5%) 1   (0.5%) 
    
C 92.8% 91.5% alleles T 7.2% 8.5% 
    
runx1    
GG 81   (38.8%) 98   (45.2%) 
GC 100   (47.8%) 94   (43.3%9 genotype 
CC 28   (13.4%) 25   (11.5%) 
    
G 62.7% 66.8% alleles C 37.3% 33.2% 
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6. Summary of the results and conclusions 
 
1. The molecular genetic analysis of the SLC22A5 gene encoding the high-affinity 
physiological carnitine transporter OCTN2 in two extended Hungarian Roma families 
revealed one common mutation, a 844delC mutation leading to R282D in the protein. 
The mutation causes systemic carnitine deficiency either through the formation of an 
unstable mRNA or through the rapid degradation of the synthesized truncated protein. 
 
2. The primary clinical manifestation of the mutation involves the functional abnormality 
of the heart and liver with recurrent infections and iron-deficient anaemia, however, a 
variable phenotype can be seen even within a family. Oral carnitine supplementation 
results in dramatic regression of the symptoms. 
 
3. We verified the above mentioned mutation in homozygote form in three SIDS cases of 
the investigated families. Clinically, we found a somewhat new phenotypic manifestation 
that corresponds to a lethal hepatocardial syndrome. Through the extensive histological 
examination of the autopsy tissues as a novelty we were the first to demonstrate 
lipiddeposition in cardiac muscle in primary carnitine deficiency.  
 
4. Analysing the alterations of carnitine homeostasis in homozygote and hetrozygote 
primary carnitine deficiency, we found that in homozygotes besides the dramatic 
decrease in free carnitine all circulating carnitine esters are severely depleted, which 
probably results in serious metabolic disturbances. On the other hand, the detected 
decrease in the concentrations of the free and esterified carnitines in heterozygotes may 
reflect ongoing pathological changes on the cellular level. 
 
5. The histologic examination of the lymphoreticular tissues of SIDS cases with verified 
SLC22A5 mutations revealed cellular dysfunctions in the germinal centers of the 
lymphoid tissues reflecting a disturbed antigen driven affinity maturation of the B cells in 
primary carnitine deficiency. The results give morphological evidence of the functional 
contribution of carnitine in plasmacell maturation, however, the precise molecular 
mechanisms need still to be elucidated. 
 
6. The common detected mutation in several non-consanguinous grandparent lines of our 
investigated families reflects the wide-spread incidence of the mutation in the Hungarian 
Roma poulation. The potentially lethal manifestations of primary carnitine deficiency 
(cardiomyopathy, SIDS), the available and effective treatment with oral carnitine 
supplementation underly the importance of the screening for this disease. Carnitine ester 
profile analysis by tandem mass spectrometry as developed in our institute provides an 
effective and rapid method for screening, with catious analysis of the samples even 
heterozygotes can be detected. 
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7. We performed molecular genetic studies in Hungarian rheumatoid arthritis patients for 
the determination of the role of proposed susceptibility polymorphisms of carnitine 
transporter genes and regulator genes in the development of multifactorial diseases. Our 
results do ot confirm the universal and population-independent susceptibility role of the 
SLC22A4 C6607T and RUNX1 G24658C variants for rheumatoid arthritis. Further 
studies on larger population samples are needed to clarify the real ethiopathologic role of 
a proposed susceptibility variant found in one population sample. 
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